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論文内容要旨
 【はじめに聾
 cyclicADP-ribose(cADPR)はウニの小胞体からのCa2'放出を誘導する物質として発見さ
 れた環状のヌクレオチドで,cADPR合成酵素(ADP-ribosylcyclase)によりNADから合成さ
 れる。cADPRは,膵ランゲルハンス島β細胞でグルコース刺激によるインスリン分泌のセカン
 ドメッセンジャーとして働いている他,ヒトの気道腺細胞やウシガエルの交感神経細胞において
 も細胞内情報伝達物質として機能していることが報告されている。本研究ではこの新しい細胞内
 情報伝達物質cADPRの合成酵素であるADP-ribosylcyclaseの遺伝子構造を決定した。
 K研究内容選
 1)ADP-ribosylcydaseのcDNAの構造は,アメリカ沿岸で一般的なアメフラシ,君ρ1ッsぬ
 。αZ`∫om∫cαで報告されている。そこでこのcDNAの塩基配列をもとに合成したプライマーを
 用いて,日本沿岸で一般的なアメフラシ,Aゐ㍑ro4漉の卵精巣から抽出したRNAを鋳型に
 RT-PCR法によりADP-ribosylcyclaseのcDNA断片を増幅した。このcDNA断片をプローブ
 として,且.勉ro4α∫の卵精巣のcDNAライブラリーからADP-ribosylcyclaseのcDNAを単離
 し,その塩基配列を決定した。また,cDNAの5'端の塩基配列は,5'RACE法により決定した。
 、4.免即od漉のADP-ribosylcyclasecDNAはpoly(A)tractを除くと全長1687bpで,282ア
 ミノ酸残基のタンパク質をコードしていた。アミノ酸配列の1番目から24番目までは疎水性ア
 ミノ酸に富んでおりシグナルペプチドの領域と考えられた。この24アミノ酸を除いた酵素本体
 の分子量は29,474と推定され,精製酵素のSDSゲル電気泳動での分子量29kDaとほぼ一致した。
 2)本研究で単離した君.たαro4厩のADP-ribosylcyclasecDNAをプローブに、4.h雄odαZの
 種々の組織から抽出したRNAに対してノーザンブロット分析を行った。その結果,A.勉ro伽
 のADP-ribosylcyclaseのmRNAは卵精巣でのみ大量に発現していた。
 3)、4.勧ro4観のADP-ribosylcyclasecDNAをプローブに、4.勧rodαεのgenomicDNAに
 対してサザンプロット分析を行った結果,用いた制限酵素のすべてにおいて単一のバンドが認め
 られたことから,ん勉rodα`のADP-ribosylcyclase遺伝子はハプロイドあたり単一コピーで
 あると推定された。
 4)、4.舵ro磁ZのgenomicDNAより遺伝子ライブラリーを作製して,今回単離した
 鴻・勉ro面εADP-ribosylcyclaseのcDNAをプローブにADP-ribosy工cyclaseの遺伝子を単離
 し,全塩基配列を決定した。湾.1e即。面ZのADP-ribosylcyclase遺伝子は全長7kbpで8個のエ
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 クソyと7個のイントロンより構成されており,エクソン・イントロンの境界はすべてGT-AG
 ルールを満たしていた。エクソンi,2,3,4,5,6,7,8の長さはそれぞれ51,160,133,
 219,80,90,87,868bpであった。エクソン1はmRNAの5'非翻訳領域を,エクソン2はシグ
 ナルペプチドと酵素本体の一部をコードしていた。また酵素本体をコードしている領域はエクソ
 ン2から8までに細かく分割されていた。
 5)・4.勉ro面ADP-ribosylcyclase遺伝子の転写開始点はプライマー伸長法とS1ヌクレアー
 ゼマッピング法によって決定した。転写開始点の上流28bpのところにTATAboxが認められ
 た。転写開始点の上流1649bp,1161bp,234bpに,マウスのspermreceptorであるZP3遺伝子
 のoocy七especificな発現をコントロールしている転写因子OSP-1の結合配列が認められた。ま
 た上流90bpには1)rosopん∫1αの卵殻を構成する蛋白質の組織特異的発現をコントロールしてい
 るchorionboxsequenceの共通配列が認められた。ハ.ゐ脳ro4観ADP-ribosylcyclase遺伝子の
 卵精巣での特異的な発現にこれらの転写調節配列と転写因子が関与している可能性が考えられた。
 【まとめ遇
 cADPRは近年その生理的意義が明らかにされっつある新しい細胞内情報伝達物質であるが,
 その代謝酵素の遺伝子構造は全く不明であった。本研究により,cADPR合成酵素(ADP-
 ribosylcyclase)の遺伝子の全構造が初めて明らかとなった。
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 審査結果の要旨
 細胞内Ca2+濃度の上昇は最も基本的かっ重要な生命現象である。細胞内プールからのCa2+
 動員を引き起こす物質としては従来,イノシトール1,4,5三燐酸(IP3)が知られていた。
 cyclicADP-ribose(cADPR)は1987年米国のLeeらによってウニの小胞体からのCa2+放出を
 誘導する物質として発見された環状のヌクレオチドで,cADPR合成酵素(ADP-ribosyl
 cyclase)によりNADから合成される。最近になり,cADPRは膵ランゲルハンス島β細胞でグ
 ルコース刺激によるインスリン分泌のセカンドメッセンジャーとして働いている他,ヒトの気道
 腺細胞やウシガエルの交感神経細胞においても細胞内情報伝達物質として機能していることが報
 告され,cADPRを介する新しい情報伝達系の解明は医学・生物学上の重要課題となってきた。
 本研究で,著者はcADPR合成酵素であるADP-ribosylcyclaseの遺伝子構造を初めて明らかに
 した。
 著者は,研究開始時に唯一cADPR合成活性の存在が明らかであったアメフラシ(沌ρZッs`α
 勧rodα匠)卵精巣のcDNAライブラリーからADP-ribosylcyclasecDNAを単離し,その塩基配
 列を決定した。・4.免αr侃αεのADP-ribosylcyclasecDNAはpoly(A)tractを除くと全長
 1687bpで,282アミノ酸残基のタンパク質をコードしていた。アミノ酸配列の1番目から24番
 目までは疎水性アミノ酸に富んでおりシグナルペプチドの領域と考えられた。この24アミノ酸
 を除いた酵素本体の分子量は29,474と推定され,精製酵素のSDSゲル電気泳動での分子量
 29kDaとほぼ一致した。
 次に,単離した、4.勉ro磁εADP-ribosylcyclaseのcDNAをプローブにADP-ribosyユ
 cyclaseの遺伝子を,4.勉ro面遺伝子ライブラリーより単離し,全塩基配列を決定した。
 A.勉ro4α`ADP-ribosylcyclase遺伝子は全長7kbpで8個のエクソンと7個のイントロンより
 構成されており,エクソン・イントロンの境界はすべてGT-AGルールを満たしていた。エクソ
 ン1はmRNAの5'非翻訳領域を,エクソン2はシグナルペプチドと酵素本体の一部をコード
 していた。また酵素本体をコードしている領域はエクソン2から8までに分割されていた。遺伝
 子の上流域に関しては,転写開始点の上流28bpのところにTATAboxが,上流1649bp,1161
 bp,234bpに,マウスのspermreceptorであるZP3遺伝子のoocytespecificな発現をコントロー
 ルしている転写因子OSP-1の結合配列が認められた。また上流90bpにはDrosop観αの卵殻を
 構成する蛋白質の組織特異的発現をコントロールしているchorionboxsequenceの共通配列が
 認められた。ノーザンブロット分析を行った結果,、4.々μro面εのADP-ribosylcyclaseの
 mRNAは卵精巣でのみ大量に発現していたが,このADP-ribosylcyclase遺伝子の卵精巣で特
 異的な発現にこれらの転写調節配列と転写因子が関与している可能性が考えられた。
 このように本研究により,cADPR合成酵素(ADP-ribosylcyclase)の遺伝子の全構造が初
 めて明らかとなった。従って本論文は学位論文に値するのみならず,医学・生物学における意義・
 価値はきわめて大きいものである。
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